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論文内容の要旨
【目的】サンドホッフ病は. β一ヘキソサミニダーゼ(Hex)のβサブユニット遺伝子の異常により同酵
素のアイソザイムであるAとBの活性が低下し神経組織を中心にGM2 ガングリオシドが蓄積する先天
性代謝疾患の 1つで，臨床症状は神経症状が主であり，重症度から乳児型，若年型.成人型に分類される。
GM2 ガング 1)オシドは，細胞膜を構成する糖脂質の 1つで，神経細胞膜に多く，その分解には同酵素と
基質と酵素を結合させるアクチベーターが必要である。向酵素はサブユニットが2つ結合した借造になっ
ており，サプユニットはαとβの2種類が，また 3種類 (αα，αβ，ββ)のアイソザイムが知られて
いる。そこで本疾患と αサブユニット遺伝子の異常症ーであるテイーサックス病とアクチベーター遺伝子の
異常症は，全てGMzガングリオシドの分解が損なわれGMzガングリオシドーシスと呼ばれる。本疾患は，そ
の発生頻度が日本人の乳児型で約40万人に 1人と推測されているまれな疾患である。遺伝子異常に関する
報告も世界で20例に満たなL、。本研究では.本疾患の日本人乳児型4症例の遺伝子解析および遺伝子異常
に対する発現実験を行い，乳児型発症の原因を解明した。
【対象・方法】対象は乳児型のGM~ ガングリオシドーシス症状を呈し酵素診断された定例 3 例，同胞が
乳児型のGM2 ガングリオシドーシス症状で死亡したため羊水培養細胞より酵素診断され妊娠20週に人主
流産された症例 1例である。リンパ芽球または繊維穿細胞より定法に従ってcDNAおよび、gDNAを抽出し， β
サブユニット領域をPCRで増幅した。 PCR産物はTAcloning kitを用いてクローニング後埴基配列を解
析した。遺伝子変異.に対する発現実験は， pcD発現ベクターを用いてcos細胞内に発現させ行った。
【結果】 βサブユニッ卜領域の出基配列を解析した結果， 1症例が 2変異 (K121R.P417L)と3変異
CK121R.S255R.P417L)の腹合ヘテロ接合体. 1定例が3変異 (K121R.S255R.P417S)のホモ接合体. 2症例
がイントロン10内の同一変異(1VSI0.ーlia→g)のホモ接合体であった。このうちK121R変異は. H本人
特有のpo!ymorphysmで:あり. P417L変異は. lIexBの活性低下にはあまり影響せずエクソン11イントロ
ン10接合部のスプライス活性を低ト.させ本疾患の右年型発症を引き起こす変製.であることがすでに報告さ
れている。新たに発見されたS255R変異に対する酔業発現実験を行った結果. lIexBの活性が正常の28%
-253-
にまで低下することが証明された。新たに発見されたもう 1つの変異であるIVS10. -17a→gは，
P417l変異以上にエ夕、ノン11/イントロン10接合部のスプライス活性を低下させ同部t立のスプライスサ
イトスコアーを上げても活件.に影響を与えない変異であることが発現実験で証.明された。
【考察】 S255R盆異は.HexBの活性低下を引き起こすことより若年型と同じP417L変異を同時にもつ 2
症例が乳児型の臨床症状を呈する原因であると推測した。 IVS10. -17a→g変異は， P417L変異以上に
スプライス活性の低下を引き起こすことより乳児型発症の原因変異であると推測した。 IVS10.-17a→ 
g変異がエクソン11イントロン10接合部位のスプライスサイトスコアーを上げ.ても活性に影響しなか
ったのは， ヒト β一ヘキソサミニダーゼβーサプユニットのイントロン10にある-21---16位のUGCAAU
配列が文献で報告されているconscnsusbranch point sequenceであるYNYRAYに一致していたことより
-17位にあるアデニンがlariantformationのbranchsi teである可能性が示唆されたの
論文審査の結果の要旨
本研究は，先天性代謝異常症のひとつであるSandhoff病 (β-Hexosa田inidase欠損症)について.原
因遺伝子であるβ-Hexosaminidaseβ-Subunit遺伝子を4名の患者で解析して遺伝手変異を明らかにし，
臨床症状との関係を明らかにしたものである。
第一に発見した遺伝子変異は，エクソン内の点変異であった。一人の患者は 3 つの点変異~ (P417L. 
K12日 S255R)を同時に持つ対立遺伝子のホモ接合体であり，もう一人は同じ 3つの点変異の対立遺伝子と
2つの点変異 (P417L，K121R)を同時に持つ対立遺伝子との複合ヘテロ接合体で、あった。この 2つの点変異
と3つの点変異とを持つβ-Subunit遺伝子のcDNAをそれぞれ作成して酵素蛋自の発現実験を行った。その
結果. 2つの点変巽のcDNAから作られる酵素の活性は，正常のcDNAから作られるものに比べてわずかに低
下しただけであったが. 3つの点変異では明らかに低下ーし S255R変異が病気の原因となっていること
が証明されたの
次に発見した遺伝子変異は，イントロン10の-17番のアデニン(A)がグアニンCG)に置換した変異で
ある。これは. 2人の患者でホモ接合体として見つけられたのこの変異を持つ対立遺伝子から作られる
mRNAは.イントロン10/エクソン11の接合部のスプライス異常を起こし，イントロン10の-37番で異常
なスプライスが起こっていた。接合部より離れたところにある変異にもかかわらず，なぜスプライス異;常
が起きるのかを， mini-gcneによる発現実験で検討した。人工的に塩基を置換してスコアを上げてもス
プライス反応は全く起こらず，この変異は，他の因子によってスプライス反応が問害されていると考えら
れた。次に，ー17番変異がスプライス反応のラリアット形成に関わ勺ている可能性を検討した結果.-21番
から-16番の塩某配列UGCAAUは.ラリアット形成のコンセンサス配列であるYNYRAYと一致することがわ
かった3 すなわち.-17番のアデニン(A)は，ラリアット形成のブランチポイントになっているのであ
ろうと結論された。
本論文は. 2つの新しい遺伝子変異を明らかにしただけでなく，人工的に塩基配列を組み符えたmini
-geneを作成して発現実験を行うことにより，鳩基配列とRNAのスプライス反応との関係を検討し臨
床痕状と遺伝子変異の関係を明らかにしたものとして博士(医学)の学位を授与されるに値すると判定し
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